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(57) Abstract 



The invention relates to an extremly efficient inactivating process for lipid envelopped virus such as Herpes virus and retrovirus in - 
mainly pharmaceutical - biological or biotechnological products and in cell cultures, wherein a cyclical lipoleptide or a lipopeptide mixture 
or salts or esters thereof are added in certain concentrations. It appeared that lipopeptides have a surprisingly strong inactivating power on 
lipid envelopped virus and the additionnal advantage of very low vivo-toxicity, such that eliminating the inactivation agent in pharmaceutical 
products would no longer be necessary. The invention relates also to new antivirus lipopetides pertaining to the surfactine group. 

(57) Zusam men fas sung 

Die Erfindung betrifft ein auBerst effizientes Verfahren zu Inaktivierung von lipidumhullten Viren, wie z.B. Herpes- oder Retroviren 
in biologischen oder biotechnologischen - insbesondere pharmazeutischen - Produkten und in Zellkulturen, indem ein zyklisches Lipopeptid 
oder ein Gemisch von Lipopeptiden oder deren Salze oder Ester in bestimmten Kohzentrationen zugesetzt werden. Es hat sich gezeigt, daB 
Lipopetide ein uberraschend hohes Inaktivierungspotential fur lipidumhullte Viren aufweisen und daneben den Vorteil einer sehr geringen 
in vivo-Toxizitat bieten, wodurch der Schritt der Entfernung des Inaktivierungsagenses aus den pharmazeutischen Produkten oder aus der 
Zellkultur en tf alien kann. Gegenstand der Erfindung sind auch neue antivirale Lipopeptide, die zu den Surfactinen gehoren. 
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10 Verfahren zur Inaktivierung von lipidumhiillten Viren mit 

Lipopeptiden und neue antivirale Lipopeptide 



BESCHREIBUNG 

15 

Die Erfindung betrifft ein aufierst effizientes Verfahren 
zur Inaktivierung von lipidumhiillten Viren, wie z.B. 
Herpes- oder Retroviren, in biologischen oder 
biotechnologischen - insbesondere pharmazeutischen 

20 Produkten und in Zellkulturen, indem ein zyklisches 

Lipopeptid oder ein Gemisch von Lipopeptiden oder deren 
Salze oder Ester in bestimmten Konzentrationen zugesetzt 
werden. Es hat sich gezeigt, da£ Lipopeptide ein 
uberraschend hones Inaktivierungspotential fur 

25 lipidumhiillte Viren aufweisen und daneben den Vorteil 

einer sehr geringen in vivo- Toxizi tat bieten, wodurch der 
Schritt der Entfernung des Inaktivierungsagenzes aus den 
pharmazeutischen Produkten oder aus der Zellkultur 
entf alien kann. Gegenstand der Erfindung sind auch neue 

30 antivirale Lipopeptide, die zu den Surfactinen gehohren. 

Spatestens mit der AIDS-Epidemie ist die Erkenntnis in 
das BewuEtsein der breiten Of f entlichkeit gertickt, daS 
nicht nur HI -Viren sonde rn eine Vielzahl humanpathogener 
35 Erreger z.B. durch Bluttransfusionen, Pharmazeutika, 
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Transplantationen usw. iibertragbar sind. Generell muE 
heutzutage jedes aus biologischem Material hergestellte 
oder damit in Beruhrung gekommene Pharmakon als poten- 
tiell mikrobiell bzw. viral kontaminiert eingestuft und 
die Inf ektionssicherheit nachgewiesen werden. Durch die 
Entwicklung molekularbiologischer Methoden zur Herstel- 
lung von Pharmaka ist das Inf ektionsrisiko durch 
unterschiedliche mikrobielle Verunreinigungen nochmals 
gestiegen. Bei der biotechnologischen Herstellung von 
Pharmazeutika werden haufig animal e oder humane Zellinien 
verwendet . Besonders bei diesen Zellen konnen 
Virusinf ektionen durch endogene Viren, latente 
Virusinf ektionen oder Kontaminationen nicht vollkommen 
ausgeschlossen werden. Die Inf ektionssicherheit von 
biotechnologischen Pharmazeutika, z.B. Impfstoffen, 
monoklonalen Antikorpern, Hormonen oder rekombinanten 
Proteinen erfordert daher die Entfernung jeglicher 
infektioser, nicht erwunschter Partikel, was 

grundsatzlich mit betrachtlichen Verlusten an 
For s Chungs ze it und -mitteln bzw. Produktivitat verbunden 
sein kann. Die Virussicherheit von Blut und Blutprodukten 
kann nur durch Prufung und Selektion der Blutspenden in 
Kombination mit der Evaluierung und prophylaktischen 
Anwendung von wirkungsvollen und zuverlassigen 
Virusinaktivierungs- und Viruse liminie rungs verfahren 
gewahrleistet werden. 

Zur Inaktivierung und Eliminierung von Viren aus phar- 
mazeutischen Produkten werden verschiedenartige Methoden 
einzeln oder in Kombination genutzt . Bei strukturell ein- 
fachen und stabilen Produkten kommen chromatographische 
Methoden, pH-"shif t" , Extraktion und Fraktionierung mit 
verschiedenen organischen Ldsungsmitteln, Salz- 
prazipitation, Hitzebehandlung und Filtrationstechniken 
zum Einsatz [Rabenau & Doerr (1990) Die Inf ektionssicher- 
heit biotechnologischer Pharmazeutika aus virologischer 
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Sicht, S. 58, GIT VERLAG GmbH, Darmstadt]. Bei empfindli- 
chen Oder komplexen biologischen Materialmen werden 
haufig antiviral wirkende Substanzen eingesetzt. Folgende 
Methoden kommen u.a. zum Einsatz : 
5 • kombinierte Anwendung von Losungsmitteln (z.B. 

Etherextraktion) und synthetischen Detergenzien (z.B. 

Triton X-100) [B. Horowitz et al . (1985) Transfusion 

25 516-522] , 

• Einsatz von (3-Propiolacton in Kotnbination mit UV-Licht 
10 sowie Methylenblau in Kombination mit einer Photoakti- 

vierung [W. Stephan (1989) S. 122-127 in: J. -J. 
Morgenthaler (Ed.); Virus inactivation in plasma 
products.; Curr. Stud. Hematol . Blood Transf us . ; No. 
56; Karger Basel], 
15 • Pasteurisierung von fliissigeni Material [T. Nowak 

(1992) Biologicals 20 83-85] , 

• Erhitzung von lyophylisiertem Material [D. Piszkiewicz 
et al. (1989) S. 44-54 in: J. -J. Morgenthaler (Ed.); 
Virus Inactivation in plasma products.; Curr. Stud. 

20 Hematol. Blood Transfus. ; No. 56; Karger Basel], 

• Bestrahlung mit Gammastrahlen (z.B. Cobalt -60) [B. 
Horowitz et al . (1988) Transfusion 25 523-527] . 

In der Literatur werden eine Reihe von 
25 Vi ru s inakt i vie rungs verfahr en fur Blutprodukte , 

insbesondere von humanem Blutplasma, beschrieben. So 
offenbart A.M. Prince in US 4.591.505 ein 
Inakt ivierungsverf ahren fur Hepatitis B-Viren, bei dem 
Alkohol und als virus inakt i vie rendes Agenz entweder ein 
30 nichtionisches Detergenz oder Ether oder ein Gemisch aus 

beiden den Blutprodukten zugesetzt wird. Als 
nichtionische Detergenzien kommen Polyoxyethylenderivate 
oder Sulfobetaine zur Anwendung. 



35 B. Horowitz beschreibt in US 4.841.023 und in Vox- Sang. 

54: 14 - 20 (1988), S. Karger AG, Basel, die 
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Inaktivierung von lipidenthaltenden Viren in 
Blutprodulcten durch Fettsauren und in US 4.613.501 durch 
C X _C 4 -Alkyl -Oleinsaure . 

Ein Verfahren zur Herabsetzung unerwiinschter Aktivitaten 
wie Pyrogenitat, Hepatitis -Inf ektiositat und Aggregation 
in biologischen und pharmazeutischen Produkten, 
insbesondere auch Blutprodukten, durch Behandlung mit 
nicht -denaturierenden Amphiphilen, wie nicht-ionischen 
Tensiden (z.B. Tween 80) wird von E. Shanbrom in EP 0 050 
061 offenbart. 

Die Inaktivierung und Eliminierung von Viren aus 
Zellkulturen erfolgt durch die Anwendung von antiviralen 
Substanzen, die in der Regel die Virusreplikation hemmen. 

Keines der bisher eingesetzten Inaktivierungs verfahren 
kann mit Sicherheit alle Viren inaktivieren oder 
eliminieren, die in biologischem Material vorkommen 
konnen . 

Verfahren wie die Pasteurisierung oder die 
Hitzebehandlung bendtigen in der Regel die Anwendung von 
Stabilisatoren; zudem besteht das Problem der 
Denaturierung von Proteinen. Die Anwendung von 
Losungsmitteln und synthetischen Tensiden, angesehen als 
geeignet zur Inaktivierung lipidumhullter Viren, konnte 
bisher durch schwankende Ergebisse in den 
Inaktivierungskinetiken oder durch fehlende systematische 
Untersuchungen bedingt durch die hohe Toxizitat der 
Substanzen in Zellkulturen nicht als vollstandig sicher 
beurteilt werden. Bei einer Vielzahl von 
biotechnologischen Produkten sind aufgrund der Struktur 
oder der Stabilitat aufwendige Reinigungen oder eine 
Inaktivierung mit produktschadigenden oder zytotoxischen 
antiviralen Substanzen wie Losungsmitteln nicht moglich. 
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Aufgabe der Erfindung war es deshalb, ein schonendes 
Verfahren zur Inaktivierung von lipidumhiillten Viren in 
biologischen oder biotechnologischen Produkten und in 
zellkulturen zur Verfiigung zu stellen, rait dem diese 
5 Produkte oder Zellkulturen sehr schnell und effektiv 

virus frei gemacht werden konnen, ohne dalS die Produkte 
denaturieren oder die Zellkulturen in ihrer Produktivitat 
beeintrachtigt werden. Das Verfahren soli auch die 
Behandlung temperaturlabiler Produkte ermoglichen und 
10 nicht rait Substanzen arbeiten, die in vivo toxisch sind. 

Die erf indungsgemafie Aufgabe wird durch den Einsatz von 
zyklischen p- Hydroxy f ettsaure- und p- Amino f ettsaure - 
haltigen Peptiden (Lipopeptiden) gelost. Es hat sich 

15 gezeigt, da£ die Lipopeptide ein uberraschend hohes 

Inaktivierungspotential fur lipidumhullte Viren aufweisen 
und damit hervorragend zur Losung der erf indungsgemafcen 
Aufgabe eingesetzt werden konnen. Lipopeptide erwiesen 
sich teilweise wesentlich wirksamer als die bisher zur 

20 Inaktivierung von Viren eingesetzten synthetischen 

Tenside. Daneben sind sie leicht biologisch abbaubar und 
besitzen eine wesentlich geringere in vivo -Toxizi tat als 
die synthetischen Tenside . Gegeniiber herkommlichen 
antiviralen Substanzen haben die erf indungsgemafi 

25 eingesetzten Lipopeptide den Vorteil, da& sie therraisch 

stabil und gut wasserloslich sind. 

Aus der Literatur ist bekannt, daS zwei [lie 7 ] und [Leu 7 ] 
Surfactine, die zu den Lipopeptiden gehoren, moderate 
Anti-HIV-l-Aktivitat zeigen (H. Itokawa et al . , Chem. 

30 Pharm. Bull. 42., 604 - 607 (1994)). Pumilacidine werden 

von N. Naruse et al . in Journal of Antibiotics, Japan 
XLIII 267 - 280 (1989) als antiviral wirksam gegen das 
Herpes -simplex- Virus (HSV-1) beschrieben. In keiner der 
beiden Arbeiten finden sich jedoch Hinweise auf das 

35 betrachtliche Inkaktivierungspotential dieser Substanzen, 

das eine umfassende Inaktivierung von lipidumhullten 
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Viren mit geringen Konzentrationeri in kiirzester Zeit 
erlaubt . 

So ist das erf indungsgemafie Inaktivierungsverf ahren 
5 dadurch gekennzeichnet , da£ den biologischen oder 

biotechnologischen Produkten ein Lipopeptid oder dessen 
Salz oder Ester oder ein Gemisch von Lipopeptiden oder 
deren Salze oder Ester in einer Gesaratkonzentration von 1 
- 100 fiM, vorzugsweise 1-80 fiM, zugesetzt werden und 

10 die Inaktivierung bei Raumtemperatur innerhalb von 3 0 min 

bis maximal 2h durchgefiihrt fuhrt, wobei bereits nach 30 
min ca. 9 9% der Viren inaktiviert sind. Bedingt durch die 
sehr geringe in vivo-Toxizitat der erf indungsgemaS 
eingesetzten Lipopeptide ist es auch moglich, diese 

15 Inaktivierungssubstanzen in den o.g. Konzentrationen in 

den pharmazeutischen Produkten zu belassen. Nach 
erfolgter Inaktivierung konnen die eingesetzten 
Lipopeptide jedoch auch durch „ reversed phase W -HPLC an 
C 18 -Saulen oder Ads orpt ions chromatographic an Silicagel- 

20 Saulen aus den Produkten entfernt werden. 

Da die erf indungsgemafi eingesetzten Lipopeptide thermisch 
stabil sind, kann das Inaktivierungsverf ahren in 
Abhangigkeit von der thermischen Stabilitat der zu 
behandelnden Produkte auch bei hoheren Temper aturen 
durchgefuhrt werden, vorzugsweise bei 30 - 60°C. Es hat 
sich gezeigt, daS die Inaktivierungs lei stung linear von 
der Temperatur abhangig ist . So bewirkt eine Steigerung 
der Temperatur urn 10°C bereits einen Anstieg der 
Inaktivierungsrate urn den Faktor 2,4, so da£ die Virusin- 
aktivierung bei 30 - 60°C mit den genannten Konzentra- 
tionen schon innerhalb von 5-30 min moglich ist. Es ist 
gene-rell auch moglich, bei tieferen Temperaturen bis zu 
0°C die Viren zu inaktivieren, wobei dies jedoch je nach 
Spezies langer als 2 Stunden dauern kann. 



30 
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Erf inching sgemaiS ist die Virus inaktivierung in 
Zellkulturen daciurch gekennzeichnet , daS dem serumfreien 
Kulturmedium ein Lipopeptid oder dessen Salz oder Ester 
oder ein Gemisch von Lipopeptiden oder deren Salze oder 
5 Ester in einer Gesamtkonzent ration von 1 - 65^M, 

vorzugsweise von 1 - zugesetzt werden. Wird mit 

serumhaltigem Kulturmedium gearbeitet, das bis zu 5 Vol . - 
% Serum, z.B. FKS, beinhaltet, so betragt die zur 
vollstandigen Inaktivierung notwendige 

10 Lipopeptidkonzentration von 10 - lOO^iM, vorzugsweise von 

30 - 90/xM. 

Das erf indungsgemafie Inaktivierungsverf ahren kann in 
einem breiten pH-Bereich von 4-9, vorzugsweise von 5,5 
- 8, durchgefiihrt werden. 

15 Im Inaktivierungverf ahren der Erfindung konnen naturlich 

vorkommende, chemisch synthetisierte, gentechnisch 
hergestellte und gentechnisch modif izierten zyklischen 
Lipopeptide eingesetzt werden. 

Die erf indungsgemaS eingesetzten zyklischen Lipopeptide 
20 konnen nach bereits beschriebenen und dem Fachmann 

bekannten Verf ahren leicht hergestellt werden. Zahlreiche 
Lipopeptide werden u.a. vom Mikroorganismus Bacillus 
subtil Is in vivo gebildet und in das umgebende Medium in 
hohen Konzentrationen sekretiert, aus dem sie dann 
25 isoliert werden konnen. 

Bei den Viren, die mit den erf indungsgemafien Verf ahren 
inaktiviert werden konnen, handelt es sich vor all em urn 
Herpes -Viren, vorzugsweise HSV-1, HSV-2, BHV-1, SHV-1, 
Immundef izienz- Viren, vorzugsweise HIV-l, HIV-2, SIV agm , 
30 das vesikulare Stomatitis-Virus (VSV) und das Semliki- 

Forest-Virus (SFV) . Aber auch andere lipidumhiillte Viren 
las sen sich erf indungsgemaS effektiv inaktivieren . 
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Erf indungsgemafi bevorzugt werden zur Inaktivierung die 
Lipoheptapeptide der allgemeinen Formel I, die auch als 
Surfactine bezeichnet werden, deren Salze, Ester oder 
deren Gemische eingesetzt 

4 

12 3 
C 1(M2 -CHCH 2 CO L-CHu L-X D-Leu 

O L-Y D-Leu L-Asp L-Z (I) 

7 6 5 4 



wobei in der Formel I X und Y fur die Aminosauren Leu, 
lie oder Val, Z fur die Aminosauren Val Oder Ala stent 
und C 10 . 12 eine lineare oder verzweigte, gesattigte 
Alkylkette bedeutet . Erf indungsgemaS handelt es sich bei 
den Surfactinen der allgemeinen Formel I mit X als Val 
Oder lie und deren Ester urn neue Verbindungen, die 
ebenfalls Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind. 

Es hat sich gezeigt, daS zum Beispiel das vom Stamm 
Bacillus subtilis ATCC 21332 und das vom produktiveren 
Stamm Bacillus subtilis OKB 105 produzierte 
Surfactingemisch sehr gut zur erf indungsgemafien 
Inaktivierung von Viren geeignet ist . Das Surfactin der 
Bacillus subtilis -Stamme ist ein Gemisch aus Isoformen, 
da£ heifit aus Verbindungen der allgemeinen Formel I, die 
sich untereinander in der Kettenlange der Fettsaure, in 
der Verzweigung der Fettsaure und in den Aminosauren X, Y 
und Z, wie oben dargestellt, unterscheiden . 
Auch Einzelverbindungen der allgemeinen Formel I, so zum 
Beispiel Surf actinisof ormen mit einem Fettsaurerest von 
C 14 -Alkyl oder C is -Alkyl (da£ heiSt C lx - oder C 12 Alkyl in 
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der allgemeinen Formel I) , die zum Beispiel aus dem durch 
Fermentation der genannten Stamme erhaltenen 
Surf act ingemisch isoliert oder auch chemisch 
synthetisiert werden konnen, zeigen ein hones 

5 Inaktivierungspotential . So wurde f estgestellt , daS zum 

Beispiel Surfactine der allgemeinen Formel I mit C 15 -AlJcyl 
als Fettsaurerest Vesikularstomatitisvirus (VSV) noch 
schneller inaktivieren als das Surf act ingemisch. 
Surfactine mit C 14 .Alkyl als Fettsaurerest haben sich als 

10 effektive Verbindungen zur Inaktivierung von 

Schweineherpes virus (SHV-1) erwiesen . 

Erf indungsgemafi eingesetzt werden konnen auch 
Pumilacidine der allgemeinen Formel I als 
15 Einzelkomponenten oder im Gemisch, wie sie zum Beispiel 

in Journal of Antibiotics, Japan XLIII 267-280 (1989) , 
Seite 267-280 beschrieben sind sowie deren Salze oder 
Ester. 

20 In einer spezifischen Aus fiihrungs form werden im 

erf indungsgemaSen Verfahren Verbindungen der allgemeinen 
Formel I eingesetzt, deren Aminosauren Glu und/oder Asp 
verestert sind. Die Monoester der Verbindungen der 
allgemeinen Formel I, in denen nur eine der genannten 

25 Aminosauren verestert ist, zeigen ganz spezifische 

Effekte. So hat sich gezeigt, da£ zum Beispiel C 14 -Alkyl- 
Monoester der allgemeinen Formel I das Schweineherpes - 
Virus in 20 Minuten bei einer Konzentration von 40 fiM um 
den Faktor >10 4 inaktivieren. C is -Alkyl -Monoester der 

30 allgemeinen Formel I waren ebenfalls in der Lage, 

Semliki- Forest-Virus (SFV) in 20 Minuten bei einer 
Konzentration von 40 fiM um den Faktor >10 4 zu 
inaktivieren. Beispielhaft sei die Inaktivierung von SFV 
mit C 14 bzw. C 15 -Alkyl-Monoestern in nachf olgender Tabelle 

35 1 dargestellt: 
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Tabelle 1: Inaktivierung von SFV 



Lipopeptid 


Inkubationsdauer (min) 


0 


1 


5 


10 


15 


20 


Titer (TCID 50 /na) 


Monoester 


2,4 * 10 4 


1,7 * 10 3 


98,0 


30, 0 


30,0 


30,0 


Monoester 
c 15 


2,5 *10 5 


173,0 


99, 0 


25, 0 


10, 0 


6,5 



5 Im Sinne der Erfindung bedeuten biologische Produkte aus 

Saugern isolierte Produkte, wie z.B. Blutprodukte und aus 
Blut isolierte Produkte wie z.B. Impfstoffe und 
Plasmaderivate . Unter biotechnologischen pharmazeutischen 
Produkten werden biotechnologisch hergestellte Wirkstoffe 

10 wie z.B. Humanproteine (hGH, TNF, t-PA, EPO) oder 

Gerinnungsf aktoren (z.B. Faktor VIII) verstanden, wobei 
die Erfindung jedoch nicht auf die genannten Produkte aus 
Zellkulturen beschrankt ist . 

15 Nachfolgend wird die Erfindung anhand von 

Ausf uhrungsbeispielen naher erlautert . 

Beispiel 1 

20 Herstellung der Surf act ine der allgemeinen Formel I 

Das erf indungsgemafc eingesetzte Surf actingemisch, das die 
Verbindungen der allgemeinen Formel I enthalt, wird durch 
Kultivierung von Bacillus subtilis -Stammen, insbesondere 
25 von Bacillus subtilis ATCC 21332 bzw. Bacillus subtilis 

OKB 105 wie in Biochemical and Biophysical Research 
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Communications, Vol. 177, Nr. 3 (1991), Seite 998-1005 
beschrieben, hergestellt und gereinigt. 



Beispiel 2 : 

5 

Isolierung der Isoformen aus dem gema£ Beispiel 1 
hergestellten Surf actinaemisch 



Die Isolierung der Einzelverbindungen der allgemeinen 
10 Formel I erfolgte durch praparative RP HPLC an EnCa Pharm 

100 RP 18 -TS (5 fxm, 25 0 * 16 mm) mit Hilf e eines LKB 
HPLC- Systems . Die Surf actinisof ormen wurden mit Hilfe von 
Acetonitrilgradienten eluiert Losungsmittel A enthielt 
40% Acetonitril und 60% lOmM NH 4 OAC, pH=6,9 (v/v) . 
15 Losungsmittel B war 100% Acetonitril. Die Isoformen 

wurden nach Lyophilisierung als weifies Pulver erhalten 
und NMR-spektroskopisch und MS-spektrometrisch bestimmt. 
Tabelle 2 zeigt die isolierten Verbindungen . 



20 



25 



30 
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Tabelle 2 : Isolierte Isoformen 

(In der nachf olgenden Tabelle ist die Aminosaure (AS) in 
Position 4 Valin und die AS 2 ist Leucin, falls nicht 
5 anders ausgewiesen) 



N° der 
Fraktion 


Amino saur en 


Molekulare 
Masse in 
Dal ton 


Fettsaure- 
Kettenlange 


1 


[Leu7] - 


1008 




2 


[Val7] - 


994 


c 13 


3 


[Ile2 # Val7]- 


994 


c 13 


4 


[Leu7] - 


1022 


c 14 


[Ile7] - 


1008 


c 13 


5 


[Val7] - 


1008 


Cx4 


6 


[Ile2, val7]- 


1008 


c 14 


7 


[Leu7] - 


1036 


c 15 


8 


[Ile7] - 


1022 


c 14 


9 


[Val7] - 


1022 


Cis 


10 


[Ile2, Val7]- 


1022 


C» 


11 


[Ile7] - 


1036 


C» 


12 


[Ile2, Ile7]- 


1036 





Bei den Fraktionen 3, 6, 10 und 12 handelt es sich urn 
neue Verbindungen, [Ile2, Val7] - Surfactine und [Ile2, 
Ile7] - Surfactin, die bisher noch nicht beschrieben 
wurden. Nachf olgend sind die 1 H-NMR- Daten der 
Verbindungen in den Fraktionen 10 und 12 bei 30°C in 
Pyridin-d 5 dargestellt: 
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Tabelle 3 : 

Chemische Verschiebung 
Aminosaure NH CaH CpH CyH CsH 

5 

[Ile2, Val7] Surfactin (Fraktion 10) 



ppm 



L-Glu (1) 


8 .84 


5 .16 


2.68, 2.51 


2 . 


88 






L-Ile<2) 


9.13 


4 .71 


2.23 


1.70, 


1.39 


1 .18 




D-Leu (3) 


9.23 


5.04 


2.08, 1.87 


1 . 


87 


0.93, 


0.90 


L-Val (4) 


8.80 


4 .86 


2.61 


1 . 


18 






L-Asp{5) 


9 .25 


5.60 


3.50, 3.35 










D-Leu (6) 


8 .72 


5.20 


1.96 


1 . 


96 


0.90 




L-Val (7) 


8.88 


4 .92 


2.50 


1 . 


12 






Fettsaure 




3 H 5.50 


2 H 2.98, 2.78 


4 H 2 . 05 


1 .90 


"H 1.41, 


1.25 



15 
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Chemische Verschiebung 
Amino saure NH C a H CpH C 7 H C 5 H 



[Ile2, Ile7] Surf ac tin (Fraktion 12) 





ppm 














L-Glu(l) 


8.80 


5.17 


2 .67, 


2.57 


2.91 






L-Ile (2) 


9.10 


4 .72 


2 . 


.24 


1.70, 1.42 


1.18 




D-Leu(3) 


9.25 


5.04 


2.07, 


1.86 


1.86 


0.93, 


0 .90 


L-Val (4) 


8.80 


4 .86 


2 


.63 


1.19 






L-Asp<5) 


9.25 


5.63 


3 .51, 


3.38 








D-Leu (6) 


8 .75 


5 .20 


1 


.97 


1.97 


0.92 




L-Ile(7) 


8.84 


4.96 


2 


.22 


1.70, 1.41 


1 . 12 




Fettsaure 




3 H 5.50 


2 H 3.00, 2.79 


4 H 2.06, 1.92 


n H 1.43, 


1.27 



Beispiel 3 : 

Herstellung von Monomethylestern der Verbindunaen der 
10 allgemeinen Forme 1 I 

Es wurde eine Veresterung des in Beispiel 1 erhaltenen 
Surfactingemisches mit Methanol/HCl durchgefuhrt und die 
einzelnen Monomethylester isoliert. Zur Herstellung der 
15 Monomethylester wurden 100 mg Surf act ingemisch mit 50 ml 

Methanol und 5 ml HC1 (pH=0,3) fur 24 Stunden inkubiert . 
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Die Mischung wurde bei Reaumtemperatur geriihrt, das 
Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Das erhaltene 
Verhaltnis von Surf actin/Surf actin-Monomethylester/ 
Surf actin-Dimethylester betrug ca. 0,1:2:1. Die 
5 Monomethylester wurden mittels praparativer RP HPLC mit 

derselben Saule, wie in Beispiel 2 beschrieben, isoliert. 
Der Acetonitrilgradient liegt hier zwischen 35 und 50% B. 
Tabelle 4 zeigt die isolierten Surf act in-Moomethylest er . 

10 Tabelle 4 

(In der nachf olgenden Tabelle ist die Aminosaure (AS) in 
Position 4 Valin und die AS 2 ist Leucin, falls nicht 
anders ausgewiesen) 



14 


[Val7] - 


1008 


c 13 


15 


[Leu7] - 


1022 


c 13 


[Val7] - 


1008 


c„ 


16 


[Leu7] - 


1022 


c» 


[Ile2, Val7]- 


1008 


c„ 


18 


[Ile7] - 


1022 


c 13 


[Val2, Val7]- 


1008 


Cl4 


19 


[] Ile7- 


1022 


c 13 


20 


[Val7] - 


1022 


C14 


21 


[Leu7] - 


1036 


Ci4 


22 


[Val7] - 


1022 


c„ 


[Ile2, Val7]- 


1022 


c 14 


23 


[Leu7] - 


1036 


c 14 


24 


[Ile7] - 


1036 


C14 


25 


[Val7] - 


1036 
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Ule7] - 


1036 


c 14 


26 


[Leu7] - 


1050 


c 15 


[Val7] - 


1036 




27 


[Leu7] - 


1050 


Cis 


[Ile2, Val7]- 


1036 


Cis 


28 


CHe7] - 


1050 




29 


[Ile7] - 


1050 


c 15 


30 


[Ile2 f Ile7]- 


1050 


c 15 



Beispiel 4 : 

Herstellung von Dimethvlestern der Verbindungen der 
allcremeinen Formel I 

5 

Die Veresterung von 100 mg des Surf actingemisches aus 
Beispiel 1 wurde mit 5 ml 37% HC1 und 5 0 ml Methanol in 
48 Stunden durchgef uhrt . Die Diester waren die 
Hauptprodukte und wurden wie in Beispiel 3 beschrieben 
10 isoliert. Tabelle 5 zeigt die isolierten Surfactin- 

Dimethylester . 



15 



WO 98/06744 



17 



PCT/EP97/04353 



Tabelle 5 



34 


[Val7] - 


1022 


Ci3 


35 


[Leu7] - 


1036 


C i3 


36 


[Ile7] - 


1036 


C13 


37 


[Val2, Val7]- 


1022 


C14 


38 


[Val7] - 


1036 


c 14 


39 


[Leu7] - 


1050 


C14 


40 


[Ile7] - 


1050 






[Ile2 , Val7] - 


1036 




41 


[Val7] - 


1050 




42 


[Leu7] - 


1064 


C XS 


43 


[Ile7] - 


1064 


Cis 




[Ile2, Val7] - 


1050 


c 15 


44 


[Ile2, Ile7] - 


1064 


c 15 



Fur den Diester der Fraktion 3 7 werden nachfolgend 
beispielhaft die 1 H-NMR-Daten aufgezeigt, da es sich bei 
diesem Ester und der deni Ester zugrunde liegenden Isoform 
des Surf act ins urn eine neue Verbindung mit der Aminosaure 
Valin in Position 2 handelt. 
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Tabelle 6 

Chemische Verschiebung 
Aminosaure NH C«H CpH C y H C&H 



[Val2 , Val7] Surf act in -Dimethyl ester 
(Fraktion 37) 



ppm 



L-Glu(l) 


8 .82 


5.01 


2.51, 2.39 


2.71 




L-Val (2) 


9.05 


4.63 


2.43 


1 .20, 




D-Leu (3) 


9.20 


5.03 


2.06, 1.89 


1.89 


0.98, 0.91 


L-Val (4) 


8 .75 


4 .79 


2.51 


1.14 




L-Asp(5) 


9.16 


5.45 


3.40, 3.17 






D-Leu (6) 


8 .52 


5.14 


1 .97 


1.97 


0.98, 0.91 


L-Val (7) 


9.03 


4 .91 


2.45 


1.13, 




Fettsaure 




3 H 5.5 0 


2 H 2.93, 2.73 


4 H 1.99, 1.85 


n H 1.38, 1.24 



Beispiel 5 

Bestintmung der antiviralen Aktivitat 

Zur Bestitnmung der antiviralen Aktivitat von zyklischen 
Lipopeptiden wurden Herpes-Viren mit dem Surf act ingemisch 
aus Bacillus subtilis (im weiteren immer als Surfactin 
bezeichnet) behandelt und zeitabhangig die Anzahl der 
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infektiosen Viruspartikel durch Aussaat auf frische 
Wirtszellen (Endstuf entitration) bestimmt . 

1. Herpes simplex- Virus Typ 1 (HSV-l) wurde in 50 ml 
Dulbecco's modif iziertem Eagle's Medium (ICN) mit 5% 
(v/v) iiber 3 0 min bei 56 °C inaktiviertem fotalem 
Kalberserum (GIBCO) und 80 /iM Surfactin, 
sterilf iltriert uber Nalgene Spritzenvorf ilter mit 
einer Porenweite von 0 , 1 nm, auf genommen . Der 
Anfangstiter betrug 5xl0 5 IDso/ml. Der pH-Wert des 
Inaktivierungsansatzes betrug wahrend der 
Versuchsdauer durch Zugabe von 1 N HC1 konstant pH 7 , 8 
und die Temperatur 22 °C. 

2 . Aus dem permanent geriihrten Inaktivierungsansatz 
wurden zu den Zeitpunkten 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90, 
120 und 180 Minuten Aliquot s entnommen. Von diesen 
Aliquots wurde aus einer 1:10 Vorverdiinnung heraus 
eine Verdunnungsreihe zur Basis 3 erstellt . Die 
Verdiinnungen wurden auf eine 9 6 -Loch Flachboden- 
Mikrotiterplatte (Nunc) in 8 parallele Reihen mit 
jeweils 100 /xl einer jeden Verdunnungsstuf e uberfuhrt. 
Die 96 Locher der Mikrotiterplatte waren zuvor mit 
jeweils 100 jil einer Vero-Zell -Suspension mit einer 
Zelldichte von l,5xl0 5 Zellen/ml beschickt worden. 

3. Die Platten wurden 6 Tage bei 37°C und 5 Vol.-% C0 2 
bebriitet . Die Zellen in den Kontrollansatzen ohne 
Virusverdunnung waren zu hohen Dichten herangewachsen. 
Die Zellkulturen der Mikrotiterplatte wurden licht- 
mikroskopisch untersucht . Jede Kultur mit Anzeichen 
eines zytopathogenen Effektes wurden als infiziert 
gewertet . 

4. Die Titer wurden als 50%ige infektiose Dosis (ID 5 q) 
nach der Methode von Spearman und Karber [in: 
Biometrie. Grundziige biologisch-medizinischer 
Statistik. (1974) Ed. L. Cavalli-Sf orza . Gustav 
Fischer-Verlag Stuttgart S. 171-173] berechnet und auf 
1 ml des Inaktivierungsansatzes bezogen. 
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Innerhalb von 15 Minuten reduzierte sich der Anfangtiter 
von 5,1x10 s ID 50 auf eine Restinf ektiositat von 20 ID 50 . 
Nach 3 0 Minuten Inkubationszeit bet rug der Titer an 
infektiosem HSV-l 7 ID 50 . Nach 60 Minuten konnten keine 
infektiosen Partikel mehr gefunden werden. Surfactin 
wirkt stark viruzid auf das Herpes simplex -Virus und 
ermoglicht eine Inaktivierung von 5 log^ HSV-l- Part ike In 
in Serum- halt igem Kulturmedium in weniger als 60 Minuten. 
Damit nahm die Anzahl der umhullten infektiosen 
Viruspartikel bei der Anwendung von Surfactin mit einer 
wesentlich hoheren Geschwindigkeit als bei bisher 
angewandten Inaktivierungsverf ahren ab. 

Beispiel 6 

Bestim muna des Wirkunasspektrums 

Zur Bestimmung des antiviralen Wirkungsspektrums von 
zyklischen Lipopeptiden wurden Viren, die u.a. als 
besonders resistent gegen physikalische und chemisette 
Inaktivierungsmethoden angesehen werden, mit Surfactin 
behandelt und zeitabhangig die verbliebene Inf ektiositat 
der Viruspartikel bestimmt. 

1. In 50 ml Dulbecco's modif iziertem Eagle's Medium (ICN) 
mit 5% (v/v) frisch uber 30 min bei 56°C inaktiviertem 
fotalem Kalberserum (GIBCO) und 80 fiM Surfactin, 
sterilf iltriert iiber Nalgene Sprit zenvor filter mit 
einer Porenweite von 0,1 jim, wurden die in Tabelle 1 
aufgefuhrten membranumhullten Viren aufgenommen. Die 
eingesetzten Anfangstiter sind in Tabelle 1 gezeigt. 
Der pH-Wert des Inaktivierungsansatzes betrug wahrend 
der Versuchsdauer durch Zugabe von 1 N HC1 konstant pH 
7,8 und die Tempera tur 22°C. 
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Tabelle 1: In den Inaktivierungsversuchen verwendete 
Virus/Zell -Systeme 



Virus 


Anf angstiter 
[ID 50 /ml] 


Wirtszellinie 


Mode 1 lvirus fur 


Schwe ine - Herpe s - 
Virus 
(SHV-1) 


1 , 6x10^ 


Nerzlungen- 
Zellen 


humane Herpesviren 


Bovines -Herpes -Virus 
(BHV-1) 


4 , 3x10^ 


Rindernieren- 
Zellen 


humane Herpesviren 


xieirpe s s imp lex v jlxtllo 
Typ2 (HSV-2) 


a Ovi n4 


Af f ennieren- 
Zellen 




Immunde f i z i en z virus 
von Affen <SIV aQm ) 


1, 6xl0 5 


humane T- 
Helfer- Zellen 


humane Immun- 
def izienzviren 


Vesikulares 
Stomatitis Virus 
(VSV) 


9,5xl0 6 


B aby hams ter- 
Fibroblasten 


oft verwendetes 
Modellvirus 


Semliki- Forest -Virus 
(SFV) 


7, OxlO 7 


Babyhams ter- 
Fibroblasten 


westliche/ostliche 
Pf erdeerizephalitis 



2 . Aus dem permanent geriihrten Inaktivierungsansatz 
5 wurden zu den Zeitpunkten 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90, 

120, 180 und 3 60 Minuten Aliquot s entnommen. Von 
diesen Aliquot s wurde aus einer 1 : 10 Vorverdunnung 
heraus eine Verdiinnungsreihe zur Basis 3 erstellt. Die 
Verdiinnungen wurden auf eine 96 -Loch Flachboden- 

10 Mikrotiterplatte (Nunc) in 8 parallele Reihen mit 

jeweils 100 ^1 einer jeden Verdunnungsstuf e uberf iihrt . 
Die 96 Locher der Mikrotiterplatte waren zuvor mit 
jeweils 100 fxl der entsprechenden Wirtszell -Suspension 
(Tabelle 1) mit Zelldichten von ca. I,5xl0 5 bis 5xl0 4 

15 Zellen/ml, entsprechend der Prolif erationsrate der 

Wirtszelle, beschickt worden. 

3. Die Platten wurden je nach Zellinie 6 bis 18 Tage bei 
37°C und 5 Vol.-% C0 2 bebrutet. Die Zellen in den 
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Kontrollansazen ohne Virusverdunnung war en zu hohen 
Dichten herangewachsen . Die . Zellkulturen der 
Mikrotiterplatte wurden lichtmikroskopisch untersucht . 
Jede Kultur mit Anzeichen eines zytopathogenen 

5 Effektes wurden als infiziert gewertet . Der 

zytopathogene Effekt von SlVa^ auf die humane T- 
Helf er-Zellinie MOLT 4/8 wurde aufgrund der 
unzureichenden lichtmikroskopischen Auswertbarkeit 
entsprechend der Beschreibung des Zellprolif eration- 

10 abhangigen Tests nach Mosman [J. Immunol. Meth. 65 55- 

63 1983] mit dem Farbstoff MTT durchgef ixhrt . 
4 . Die Titer wurden entsprechend der Beschreibung in 
Beispiel 1, Abschnitt 5, berechnet . 



15 Alle aufgefuhrten umhullten Viren liefien sich durch die 

Anwendung von Surfactin in Serum- haltigem Medium 
inaktivieren. Innerhalb von 12 0 Minuten waren weniger als 

0. 02% der eingesetzten Inf ektiositat von SHV-1, BHV-1 und 
HSV-2 nachweisbar. Dieser Anteil an Restinf ektiositat 

20 wurde bei den Viren VSV und SIV agm bereits nach einer 

Inkubationszeit von 60 Minuten erreicht . Das Lipopeptid 
Surfactin wirkt direkt auf eine Vielzahl von 
lipidumhullten Viren mit hoher 

Inaktivierungsgeschwindigkeit . 

25 

Beispiel 7 

EinfluS der Lipopeptid- Konzentrat ion 

Der EinfluE der Konzentration an zyklischem Lipopeptid 
auf die Inaktivierungslei stung kann durch die Bestimmung 
30 der Inaktivierungsrate (Abnahme der Virusinf ektiositat 

pro Inaktivierungsdauer) quantif iziert werden. 

1. Schweine-Herpes -Virus (SHV-l) wurde in 25 ml 
Dulbecco's modif iziertem Eagle's Medium (ICN) mit 5% 
(v/v) iiber 30 min bei 56 °C inaktiviertem fotalem 

35 Kalberserum (GIBCO) und Surf actinkonzentrationen von 
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jeweils 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 75, 80, 90 und 
100 jaM aufgenommen. Das Surfactin wurde dazu in 
Kul turmediura gelost und iiber Sprit zenvorf ilter 
(Nalgene, Porenweite 0,1 /xm) sterilf iltriert . Der 
5 Anf angstiter betrug 2xl0 4 ID 5 Q/ml. Die Temperatur im 

permanent geruhrten Inaktivierungsansatz betrug 22 °C 
und der pH-Wert 7,8. 

2 . Aus dem Inaktivierungsansatz wurden nach Zugabe von 
Surfactin zu den Zeitpunkten 2, 5, 10, 15 und 20 

10 Minuten Aliquots entnommen und sofort 1:10 in Medium 

vorverdunnt . 

3 . Aus den Vorverdiinnungen her aus wurde eine Verdun - 
nungsreihe zur Basis 3 erst el It . Die Verdiinnungen wur- 
den auf eine 96 -Loch Flachboden-Mikrotiterplatte 

15 (Nunc) in 8 parallele Reihen mit jeweils 100 fil einer 

jeden Verdunnungsstuf e iiberf iihrt . Die 96 Locher der 
Mikrotiterplatte waren zuvor mit jeweils 100 /il einer 
Nerzlungen-Zell- Suspension mit einer Zelldichte von 
ca. l,0xl0 5 Zellen/ml beschickt worden. 
20 4. Die Inkubation der Zellkulturen in den: 

Mikrotiterplatten, die Auswertung dieser 

Mikrotiterplatten sowie die Berechnung der Titer an 
verbliebenem infektiosem Virus zu den jeweiligen 
Abnahmezeiten wurde entsprechend der Beschreibung in 
25 Beispiel 1, Abschnitt 4 und 5, durchgef uhrt . 

Die Inaktivierungsrate steigt exponentiell mit der 
Lipopeptid-Konzentrationen an. Im Bereich der 
Lipopeptidkonzentrationen von 10 bis 80 fiM Surfactin 
stieg die Inaktivierungsrate von 0,19 auf 0,6 log^o 
30 ID 50 /10 min. Bei einer Surfactin- Konzentration von 100 

fiM wurden die eingesetzten infektiosen SHV-l-Partikel mit 
einer Rate von 1,4 logxo ID 50 /10 min inaktiviert . Das 
Lipopeptid Surfactin ermdglicht die Inaktivierung 
lipidumhullter Viren in einem we i ten 

35 Konzentrationsbereich. Die Lipopeptidkonzentration kann 
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entsprechend den Produkt- und Verf ahrenseigenschaf ten 
gewahlt werden. 

5 Beispiel 8 

Virus inakti vie rung bei verschiedenen 

Reaktionstemperaturen 

10 Der Einflufi der Temperatur wahrend der 

Inaktivierungreaktion auf die Virus inakti vie rung kann 
durch die Bestimmung der Inaktivierungsrate (Abnahme der 
Virusinf ektiositat pro Inaktivierungsdauer) quantif iziert 
werden . 

15 1. Schweine-Herpes-Virus (SHV-l) wurde in 25 ml 

Dulbecco's modif iziertem Eagle's Medium (ICN) mit 5% 
(v/v) uber 30 min bei 56°C inaktiviertem fotalem 
Kalberserum (GIBCO) und einer Surf actinkonzentrationen 
von 8 0 fiM aufgenommen. Das Surfactin wurde in 

20 Kulturmedium gelost und uber Sprit zenvorfilter 

(Nalgene, Porenweite 0,1 /im) sterilf iltriert . Der 
Anfangstiter betrug lxlO 5 ID 50 /ml. Der pH-Wert des 
permanent geriihrten Inaktivierungsansatzes betrug 
wahrend der Versuchsdauer durch Zugabe von l N HC1 

25 konstant pH 7,8. Die jeweiligen Inaktivierungsansatze 

wurden auf 5, 10, 15, 20, 2 5 und 30°C in einem 
Wasserbad [Grant, Modell W14 - ZD/CZ1] mit einer 
Genauigkeit von +/- 0,01°C eingestellt und permanent 
geruhrt . 

30 2. Aus dem Inaktivierungsansatz wurden nach Zugabe von 

Surfactin zu den Zeitpunkten 2, 5, 10, 15 und 20 
Minuten Aliquots entnommen und sofort 1:10 in Medium 
vorverdunnt . 

3 . Aus den Vorverdiinnung heraus wurde eine 
35 Verdunnungsreihe zur Basis 3 erstellt. Die 

Verdiinnungen wurden auf eine 96 -Loch Flachboden- 
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Mikrotiterplatte (Nunc) in 8 parallele Reihen mit 
jeweils 100 (xl einer jeden Verdunnungsstuf e iiberf lihrt . 
Die 96 Locher der Mikrotiterplatte waren zuvor mit 
jeweils 100 /il einer Nerzlungen-Zell- Suspension mit 
5 einer Zelldichte von ca . I,0xl0 5 Zellen/ml beschickt 

worden . 

4. Die Inkubation der Zellkulturen in den 
Mikrotiterplatten, die Auswertung dieser 

Mikrotiterplatten sowie die Berechnung der Titer an 
10 verbliebenem infektiosem Virus zu den jeweiligen 

Abnahmezeiten wurde entsprechend der Beschreibung in 
Beispiel 1, Abschnitt 4 und 5, durchgef iihrt . 

Im getesteten Temperaturbereich von 5 bis 3 0°C erfolgte 
15 eine deutliche Inaktivierung des SHV-1 im Serum- haltigen 

Kulturmedium. Die Inaktivierungsrate stieg linear von 
0,05 fur 5°C uber 0,25 fur 20°C nach 0,45 log^ ID 50 /min 
fur 3 0°C an. Mit dem Lipopeptid Surfactin ist die 
Behandlung von temperaturlabilen Produkten zur 
20 Inaktivierung lipidumhullter Viren wie auch eine 

zeitsparende schnelle Inaktivierung bei hohen 
Temperaturen moglich. 



25 Beispiel 9 

Bestimmung der Zytotoxizitat von Surfactin auf adharente 
Zellen 



30 Die Bestimmung der zytotoxischen Wirkung der zyklischen 

Lipopeptide auf adharente Zellen in Kultur erfolgte in 
Abwandlung des Kristallviolett -Tests von D.A. Flick und 
G.E. Gifford [J. Immunol. Meth. 68 167-175 1984]. 
1. Frisch trypsinierte Zellen der Linien ML (Nerz- 

35 Lungenzellen) , CVl (Nierenzellen der griinen 

Meerkatze) , Hep2 (humane Epithel zellen) ( CRFK (Katzen- 



WO 98/06744 



26 



PCT/EP97/04353 



Nierenzellen) und BHK21 (Hamster-Nierenzellen) wurden 
jeweils in Dulbecco's modif iziertem Eagle's Medium 
(ICN) mit 5% (v/v) frisch uber 30 min bei 56°C 
inaktiviertem fotalem Kalberserum (GIBCO) auf genommen 
5 und 100 /zl Zellsuspension (ca. 1-2 xlO 5 Zellen/ml) in 

jeweils eine Vertiefung einer 96-Loch-Flachboden- 
Kulturplatte (Nunc) pipettiert. Die Kultur wurde 3 
Stunden bei 37°C in Gegenwart 5 Vol.-% C0 2 bebriitet . 

2 . In Kulturmedium gelostes Surf actin wurde 
10 sterilf iltriert (Nalgene Spritzenvorf ilter , Porenweite 

0,1 fim) und auf verschiedene Konzentrationen mit 
frischem Kulturmedium verdiinnt . 50 /U des Nahrmedium 
mit verschiedenen Konzentrationen Surfactin wurde zu 
den angewachsenen Zellen gegeben. Die Kulturplatte 
15 wurde weitere 2 Tage bei 37 °C und in Gegenwart von 5 

Vol.-% C0 2 bebrutet. 

3. Die Zellen der Linien ML, Hep 2 und BHK21 waren nach 3 
Tagen, die Zellen der Linien CVl und CRFK nach 8 Tagen 
in den Kontrollreihen zu hohen Zelldichten 

20 herangewachsen und bildeten einen homogenen Zellrasen. 

Der Mediumiiber stand wurde abgeschlagen und zu jedem 
Ansatz 50 jil Kristallviolettlosung pipettiert. Die 
Kristallviolettlosung setzte sich zusammen aus 3,75 g 
Kristallviolett, 1,75 g NaCl , 161,5 ml Ethanol abs . , 

25 4 3 , 2 ml 37%igem Formaldehyd (alle Chemikalien von 

Merck) ad 500 ml deionisiertes und destilliertes 
Wasser. Die Kristallviolettlosung wurde nach 20 min 
intensiv aus den Kavitaten mit deionisiertem Wasser 
herausgewaschen und die Mikrotiterplatte an der Luft 

30 getrocknet . 

4. Der verbleibende zellgebundene Farbstoff wurde durch 
Zugabe von 100 ^1 einer Losung aus 50% Ethanol abs., 
0,1% Eisessig, 49,9% deionisiertem und destilliertem 
Wasser je Kavitate in Losung gebracht und durch 

35 intensives Schiitteln uber 5 Minuten homogen verteilt . 

Die photometrische Bestimmung der Farbintensitat , die 
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in linearem Zusammenhang zur Zelldichte stent, 
erfolgte bei 550 nm (EAR 400 AT, SLT- Lab instruments ) . 
Es wurde die Konzentration ermittelt, die eine 
Reduzierung der Zellzahl um 50% bewirkte . 

5 

Es konnte fur das Surfactin ein zytotoxischer Effekt von 
50% bei einer Mediumkonzentration von 48 /xM fur die 
Hep2~, von 3 7 ^iM fur die BHK21-, von 45 /iM fur die CRFK- 
und von 43 /xM fur die ML-Zellen ermittelt werden . Die 

10 CRFK- und Hep2~Zellen zeigten bei Konzentrationen bis zu 

30 fiM Surfactin keine Veranderungen am Zellwachstum. Bei 
den ML- und BHK21-Zellen wurde bei dieser Surfactin- 
Konzentration eine Wachstumsverringerung um 15% 
beobachtet . Die in Beispiel 1 angewandte Konzentration 

15 von 40 fiM Surfactin bewirkte in Langzeituntersuchungen 

eine Reduzierung der Zelldichte auf 15% bei den CRFK- und 
Hep2-Zellen ( auf 45% bei den ML-Zellen und auf 57% bei 
den BHK2i-Zellen im Vergleich zu unbehandelten 
Kontrollansatzen . Keine der getesteten Kulturen 

20 tolerierte hohere Surf actin-Konzentrationen als 65 /iM. 

Alle getesteten Zellkulturen tolerieren die Anwesenheit 
des Lipopeptids Surfactin uber den fiir eine Inaktivierung 
von lipidumhiillten Viren notwendigen kurzen Zeitraum. 

25 Beispiel 10 

Biotechnologische Anwendung 

Inaktivierung von umhullten Viren in Zellkulturen 

30 Mit Hilfe der Gentechnik kann jede beliebige Zellinie 

potent iell wertvolle Substanzen wie Interferone, 
Wachstumsf aktoren, u.a. produzieren. Diese Zellkulturen 
konnen unter Umstanden mit verschiedenen Virusspezies 
kontaminiert sein. Viruskontaminationen sollten daher 

35 schon in der Ausgangszellkultur entfernt werden. Als 

Beispiel wird hier die Eliminierung eines Herpesvirus aus 
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einer Nerz-Lungenzellkultur beschrieben. Schweine- 
Herpesvirus Typ 1 (SHV-l) induziert einen deutlichen 
zytopathogenen Effekt, an dessen Ausbleiben der 
Inaktivierungserf olg direkt sichtbar wird. 
5 l. Ca. lxlO 4 frisch trypsinierte ML-Zellen (Nerz- 

Lungenzellen) wurden in einer Petrischale (10 cm 0 ( 
Nunc) mit Dulbecco's modif iziertem Eagle's Medium 
(ICN) mit 5% (v/v) uber 3 0 min bei 56 °C inaktiviertem 
fotalem Kalberserum (GIBCO) passagiert. Das 
10 Zellkulturmedium wurde von den angewachsenen Zellen 

entfernt und diese mit ca. 100 TCID 50 SHV-l 
infiziert. Nach einer einstundigen Inkubation wurde 
das Inoculum abgenommen und der Zellrasen mit 10 ml 
Dulbecco's modif iziertem Eagle's Medium (ICN) mit 5% 
15 (v/v) fotalem Kalberserum (GIBCO) und 50 /iM Surfactin 

iiberschichtet . Das Surfactin wurde dazu in einer 
Konzentration von 1 mM in PBS gelost und autoklaviert 
(123°C liber 23 min) . 

2. Die ML-Zellkultur wurde 3 Tage bei 37°C und 5 Vol.-% 
20 C0 2 bebrutet. Die Zellen bedeckten 30% des 

Petrischalenbodens und konnten mit 0,25% Trypsin, 2 fiM 
EDTA, abgelost werden. Alle Zellen wurden erneut in 
eine Petrischale (10 cm 0, Nunc) mit Dulbecco's 
modif iziertem Eagle's Medium (ICN) mit 5% (v/v) liber 
25 30 min bei 56 °C inaktiviertem fotalem Kalberserum 

(GIBCO) und 40 fiM Surfactin passagiert. Die Behandlung 
wurde zweimal wiederholt . 

3 . Nach anschliefiender zehnmaliger Passage ohne Surfactin 
wurde l ml des Zellkulturuberstandes auf eine frische 

30 ML-Kultur gegeben und diese nach 7 Tagen Inkubation 

auf einen Virus -bedingten zytopathogenen Effekt (CPE) 
mit dem Lichtmikroskop untersucht . 

In den ML-Zellkulturen wurde kein zytopathogener Effekt 
35 als Marker der Virusvermehrung beobachtet. 
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Beispiel 11 

Produktsicherheit 
5 Inaktivieruna von SIV in einer Album! nl 6 sung 

Serum enthalt eine Vielzahl von wirtschaf tlich und 
medizinisch bedeutsamen Bestandteilen, z. B. Hormone, 
Immunglobuline, Gerinnungsf aktoren, Enzyme, Cholesterine , 
Lipoproteine, Albumine u.a. . Serum kann mit organischen 
10 Losungsmitteln, wie Ethanol, Ether, Polyethylenglycol bei 

niedrigen Temperaturen und durch Prazipitation mit Salzen 
oder pH-Veranderungen fraktioniert und so die 
Bestandteile aufgereinigt werden. In Blut vorkommende 
Viren, wie das Retrovirus HIV, konnen jedoch als 
15 infektiose Partikel in das auf gereinigte Blutprodukt 

gelangen. Als Beispiel fur eine sich notwendigerweise 
anschliefiende Virus inakti vie rung wurde Rinderserumalbumin 
(BSA) mit Surf actin behandelt . Zur Demonstration des 
Wirkungspotentiales wurde das Albumin mit einer Dos is des 
20 Af fen immundef izienz virus (SIV) versetzt, die unter 

naturlichen Bedingungen nicht gefunden wird, und 
zeitabhangig die Anzahl der infektiosen Viruspartikel 
durch Aussaat auf frische Wirtszellen 

(Endstuf entitration) bestimmt. 
25 l. Af f enimmundef izienz virus (SIV) wurde in 50 ml PBS mit 

50 mg/ml BSA und 80 fiM Surfactin (gelost in PBS in 
einer Konzentration von 1 mM und autoklaviert ) 
aufgenommen. Der Anfangs titer betrug l,6xl0 5 
TCID 5 o/ml. Der pH-Wert des Inaktivierungsansatzes 
30 betrug wahrend der Versuchsdauer durch Zugabe von 1 N 

HC1 konstant pH 7,8 und die Temperatur 22 °C. 
2 . Aus dem permanent geriihrten Inaktivierungsansatz 
wurden zu den Zeitpunkten 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90, 
120 und 180 Minuten Aliquot s entnommen. Von die sen 
35 Aliquots wurde aus einer 1:10 Vorver dimming heraus 
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eine Verdunnungsreihe zur Basis 3 erstellt. Die 
Verdiinnungen wurden auf eine 96-Loch-Flachboden- 
Mikrotiterplatte (Nunc) in 8 parallele Reihen mit 
jeweils 100 /xl einer jeden Verdiinnungsstuf e uberf \ihrt . 
Die 96 Locher der Mikrotiterplatte waren zuvor mit 
jeweils 100 (il einer Molt4, Klon 8 -Zell- Suspension mit 
einer Zelldichte von 5xl0 4 Zellen/ml beschickt worden. 

3. Die Platten wurden 14 Tage bei 37°C und 5 Vol.-% CO2 
bebrutet. Die Zellen in den Kontrollansatzen ohne 
Virusverdiinnung waren zu hohen Dichten herangewachsen . 
Die Zellkulturen der Mikrotiterplatte wurden 
lichtmikroskopisch untersucht. Jede Kultur mit 
Anzeichen eines zytopathogenen Effektes wurde als 
infiziert gewertet. 

4. Die Titer wurden als 50%ige infektiose Dosis (TCID 50 ) 
nach der Methode von Spearman und Karber [in: 
Biometrie. Grundziige biologisch-medizinischer 
Statistik. (1974) Ed. L. Cavalli-Sf orza . Gustav 
Fischer-Verlag Stuttgart S. 171-173] berechnet und auf 
1 ml des Inaktivierungsansatzes bezogen. 

Innerhalb von 15 Minuten reduzierte sich der Anfangstiter 
von 1,6x10 s TCID 50 auf eine Restinf ektiositat von l,5xl0 3 
TCID 50 . Nach 60 Minuten Inkubationszeit betrug der Titer 
an infektiosem SIV 7 TCID 50 . Nach 120 Minuten konnten 
keine infektiosen Partikel mehr gefunden werden. 

Beispiel 12 

Pr oduk t s i che rhe i t 

Kombinierte Anwendung von Surfactin und feuchter Hitze 
zur Ina ktivieruna von SIV in einer Albuminlosunq 

Blut- und biotechnologisch erzeugte Produkte werden im 
isolierten und gereinigten Zustand haufig einer 
Hitzebehandlung (Pasteurisierung) unterzogen. Diese 
Hitzebehandlung kann mit einem SD-Verfahren kombiniert 
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werden. Surfactin ist aufgrund seiner Thermostabilitat 
ebenfalls in Kombination mit einem 

Hitzeinaktivierungsverf ahren einsetzbar. Das Beispiel 
beschreibt die Inaktivierung des Aff enimmundef izienz virus 
5 (SIV) in Serumalbumin zur Demonstration des 

synergistischen Effektes von Hitze und Surfactin bei der 
Virusinaktivierung . 

1. Aff enimmundef izienz virus (SIV) wurde in 50 ml PBS mit 
50 mg/ml BSA und 80 fiM Surfactin (gelost in PBS in 

10 einer Konzentration von 1 mM und autoklaviert) 

auf genommen . Der Anf angstiter betrug 1 , 6xl0 5 
TCID 5 o/ml. Der pH-Wert des Inaktivierungsansatzes 
betrug wahrend der Versuchsdauer durch Zugabe von 1 N 
HC1 konstant pH 7,8. Vor der Zugabe der 

15 Virussuspension wurde der Ansatz in einem Wasserbad 

auf 60 °C vortemperiert und wahrend des Experiments 
konstant gehalten. 

2 . Aus dem permanent geruhrten Inaktivierungsansatz 
wurden zu den Zeitpunkten 2, 5, 10, 15, 20, 30, 45, 

20 und 60 Minuten Aliquots entnommen. Von diesen Aliquot s 

wurde aus einer 1:10 Vorverdiinnung her aus eine 
Verdunnungsreihe zur Basis 3 erstellt. Die 
Verdunnungen wurden auf eine 96-Loch-Flachboden- 
Mikrotiterplatte (Nunc) in 8 parallele Reihen mit 

25 jeweils 100 fil einer jeden Verdiinnungsstuf e uberf iihrt . 

Die 96 Locher der Mikrotiterplatte waren zuvor mit 
jeweils 100 fxl einer Molt4, Klon 8 -Zell -Suspension mit 
einer Zelldichte von 5xl0 4 Zellen/ml beschickt worden. 

3. Die Platten wurden 14 Tage bei 37°C und 5 Vol.-% CO2 
30 bebrutet. Die Zellen in den Kontrollansatzen ohne 

Virusverdunnung waren zu hohen Dichten herangewachsen . 
Die Zellkulturen der Mikrotiterplatte wurden 
lichtmikroskopisch untersucht . Jede Kultur mit 
Anzeichen eines zytopathogenen Effektes wurden als 
35 infiziert gewertet. 
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4. Die Titer wurden als 50%ige infektiose Dosis (TCID50) 
nach der Methode von Spearman und Karber [in: 
Biometrie. Grundzuge biologisch-medizinischer 

Statistik. (1974) Ed. L . Cavalli-Sf orza . Gustav 
5 Fischer-Verlag Stuttgart S. 171-173] berechnet und auf 

1 ml des Inaktivierungsansatzes bezogen. 

Innerhalb von 5 Minuten reduzierte sich der Anfangstiter 
von l,6xl0 5 TCID 50 auf eine Restinf ektiositat von 9,3x102 

10 TCID 50 . Nach einer 20 minutigen Inkubation konnten keine 

infektiosen Partikel mehr gefunden werden. Beim 
kombinierten Hitze/Surf actin-Verf ahren wurde die 
Inf ektiositat des eingebrachten SIV mindestens urn einem 
Faktor 10 schneller inaktiviert als durch die gleiche 

15 Surfactinkonzentration bei Raumtemperatur oder durch 

Hitzebehandlung ohne antivirale Zusatze. 

Beispiel 13 

20 

Maximale Inaktivieruncrsraten : 

Fur drei Virusf amilien wurden die maximal erreichbaren 
Inaktivierungsraten bestimmt. Die Inaktivierungs- 
25 bedingungen waren: pH 7,8; 80 jiM Surfactin; in wassrigem 

Medium mit 5% fotalem Kalberserum; geruhrt; 22°C. 



Virus 


Abnahme der Inf ektiositat [log 10 TCID 50 # ] 




nach 5 min 


nach 30 min 


nach 60 min 


nach 120 min 


Herpesviren 


2,30 


4,90 


5,40 




Retroviren 


1,30 


2,90 


4,40 




Rhabdoviren 


1, 00 


3,60 


4,50 


5,40 



50% Gewebekultur infizierende Dosis 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur Inakti vie rung von lipidumhullten Viren 
5 in biologischen Oder biotechnologischen Produkten 

Oder in Zellkulturen, 
dadurch gekennzeichnet , da£ 

den Produkten oder Zellkulturen als 

Inaktivierungsagens ein zyklisches Lipopeptid, dessen 
10 Salze oder Ester oder Gemische davon zugesetzt und 

die Inakti vierung bei Raumtemperatur innerhalb von 30 
Minuten bis maximal 2 Stunden durchgefuhrt wird, 
wobei 

15 a) bei der Inaktivierung von Viren in den Produkten 

das Agens den Produkten in einer Konzentration von 1- 
100/aM zugesetzt wird oder 

b) bei der Inaktivierung von Viren in den 
20 Zellkulturen dem serumf reien Kulturmedium das Agens 

in einer Konzentration von 1-65/an oder dem 
serumhaltigen Kulturmedium in einer Konzentration von 
10-100jiM zugesetzt wird. 



25 

2 . Verfahren nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet , 

da£ die Virus inaktivierung in biologischen oder 
biotechnologischen Produkten bei hoheren Temperaturen 
30 als Raumtemperatur, vorzugsweise 30 - 60 °C, innerhalb 

von 5-30 min durchgefuhrt wird. 
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3 . Verf ahren nach Anspruch 1 oder 2 , 
dadurch gekennzeichnet , 

da£ als zyklische Lipopeptide natiirlich vorkommende , 
chemisch synthetisierte, gentechnisch hergestellte 
5 oder gentechnisch modifizierte Lipopeptide eingesetzt 

werden . 



4. Verf ahren nach einem der Anspruche 1-3, 
10 dadurch gekennzeichnet, 

da£ als Lipopeptide Lipoheptapeptide der allgemeinen 
Formel I 

12 3 
C io-n ' CHCH 2 CO L-Glu L-X D-Leu 



O L-Y D-Leu L- Asp L-Z (J) 

7 6 5 4 

deren Salze oder Ester oder deren Gemische eingesetzt 
werden, wobei in Formel I X und Y unabhangig 
voneinander fur die Aminosauren Leu, lie oder Val und 
Z fur die Aminosauren Val oder Ala stent und C 10 _ 12 
eine lineare oder verzweigte, gesattigte Alkylkette 
bedeutet . 



25 

5. Verf ahren nach Anspruch 4 f 

dadurch gekennzeichnet ( * 

da£ Verbindungen der allgemeinen Formel I mit C 1X - 
Alkyl oder C 12 -Alkyl eingesetzt werden. 



30 
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6 . Verf ahren nach Anspruch 4 Oder 5 , 
dadurch gekennzeichnet , 

da£ die Ester der Verbindungen der allgemeinen Formel 
5 I eingesetz werden, vorzugsweise die Monoester. 



7 . Verf ahren nach einem der Anspriiche 4 bis 6 , 

dadurch gekennzeichnet, 

10 da£ Verbindungen der allgemeinen Formel I mit X und Y 

in der Bedeutung von Leu und Z in der Bedeutung von 
Val eingesetzt werden. 



15 8. Verf ahren nach einem der Anspriiche 4 bis 6, 

dadurch gekennzeichnet, 

da£ Verbindungen der allgemeinen Formel I mit X in 
der Bedeutung von lie oder Val eingesetzt werden. 

20 

9 . Verf ahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8 , 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ lipidumhullte humane und animale Viren 
inaktiviert werden. 



10. Verf ahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet, 

dalS Herpes -Viren, vorzugsweise HSV-l, HSV-2, BHV-1, 
30 SHV-l, Imundef izienz-Viren, vorzugsweise HIV-1, HIV- 

2, SIV agm/ das vesikulare Stomatitis-Virus (VSV) und 
das Semi iki- Forest -Virus (SFV) inaktiviert werden. 
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11. Neue Lipoheptapeptide der allgemeinen Formel I 

12 3 
C io-i2 " CHCH 2 CO L-Glu L-X D-Leu 

O L- Y D-Leu L- Asp L-Z ( J 

7 6 5 4 



sowie deren Salze und Ester, wobei in Formel I X und 
10 Y unabhangig voneinander Val Oder lie bedeuten und Z 

Val ist. 



12 . Verwendung der Lipopeptide gemaS Ansruch 11 zur 

15 Inaktivierung von lipidumhiillten Viren in 

biologischen oder biotechnologischen Produkten oder 
in Zellkulturen. 



20 
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Patent document 
cited in search report 


Publication 
date 


Patent family 
members) 


Publication 
date 


WO 9532990 A 


07-12-95 


EP 0761682 A 


12-03-97 


US 4841023 A 


20-06-89 


NONE 




DE 19521938 A 


19-12-96 


NONE 





Form PCT/lSA/210 (patent tamily annex) (July 1992) 



THIS PAGE BLANK (uspto) 



INTERNATIONALER^ECHERCHENBERICHT 




' '^^^■les Aktenzeichen 

rCT7TP 97/04353 



A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANOES 



A. KLASSIFIZIERUNG DES A 

IPK 6 C07K7/06 



Nach der Internationalen Patent klassifikat ion (IPX) oder nach der nalionalen Klassifikatton und der IPK 



B. RECHERCHE RTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprufstoff (Klassifikationssystem und Klassifikationssvmbole ) 

IPK 6 C07K 



Recherchierte aber nicnt zum Mindestprufstoff gehorende Veroffentlichungen, soweit dieseunter die recherchierten Gebiete fallen 



. , AVbK-gnd eg,- internationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtt. verwendete Suchbegriffe) 



C, ALS WESENTUCH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie" 



Bezeichnung der Veroffentlichung. soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



N. NARUSE ET AL.: "Pumi 1 acidin , a Complex 

of new Antiviral Antibiotics" 

JOURNAL OF ANTIBIOTICS. , 

Bel. 43, Nr. 3, Marz 1990, TOKYO JP, 

Seiten 267-280, XP002049159 

in der Anmeldung erwahnt 

siehe Seite 274, Absatz 3 - Seite 275, 

Absatz 1; Abbildung 6; Tabellen 4,5 

-/- 



1,3-6, 
9-12 



Weitere Veioffentlichungen sind der Fortsetzungvon Feld C zu 
entnehmen 



ID 



Stehe Anhang Patentfamilie 



9 Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen 
'A" Veroffentlichung, die den aflgemeinen Stand der Techntk definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

'E* alteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem internationalen 
Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 

•L" Veroffentlichung. die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
schemen zu fassen, oder durch die das Veroffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchsnbericht genanmen Veroffentlichung belegt werden 
soil oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

"O" Veroffentlichung. die sich auf eine miindliche Offenbarung. 

eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht 
P Veroffentlichung. die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruehten Priorilatsdatum veroffentlicht worden ist 



"T" Spatere Veroffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
Oder dem Prioritatsdatum verbffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert.sondern nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prin2ips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

"X" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung:die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu Oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

"Y" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung;die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer odermehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 

*&" Veroffentlichung, die Mitglied dersel ben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der internationalen Recherche 



8.Dezember 1997 



Absendedatum des internationalen Recherchenberichts 



23/12/1997 



Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbehorde 
Europaisches Patentamt. P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Bevollmachtigter Bediensleter 



Fuhr, C 



Formbtatt PCT/tSACtO (Btatt 2> (Juli 1992) 



Seite 1 von 2 



INTERNATIO 



RECHERCHENBERICHT 



\r nationales Aktenzeichen 

KT/EP 97/04353 



C.(Fortcetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie* Bezeichnung der Verdffent fichu ng. soweil ertorderlich unter Angabe der in Betracht kommendan Teiie 



Betr. Anspruch Nr. 



H. ITOKAWA ET AL.: "Structural and 
Conformational Studies of 'Ile7! and 
'Leu7! Surfactings from Bacillus subti 
natto" 

CHEMICAL AND PHARMACEUTICAL BULLETIN 

Bd. 42, Nr. 3, Marz 1994, TOKYO JP 

Seiten 604-607, XP002049160 

in der Anmeldung erwahnt 

siehe Seite 607, linke Spalte, Absatz 

Abbildung 1 



1,3-6, 
9-12 



lis 



2; 



X 

P,X 
A 



P.A 



WO 95 32990 A (NISSHIN FLOUR MILLING CO 

;HIRAM0TO SHIGERU (JP); SAIT0 YUKI0 (JP);) 

7.Dezember 1995 

-& EP 0 761 682 A 

siehe Anspruche; Beispiele 

B. HOROWITZ ET AL.: " Inacti vati on of 

Lipid-Enveloped Viruses in Labile Blood 

Derivatives by Unsaturated Fatty Acids" 

VOX SANGUINIS, 

Bd. 54, Nr. 1, 1988, 

Seiten 14-20, XP002049158 

siehe Seite 18, linke Spalte, Absatz 1 - 

Seite 19, linke Spalte, Absatz 1; Tabelle 

US 4 841 023 A (HOROWITZ BERNARD) 20.Juni 
1989 

siehe Anspruche; Beispiele 

DE 195 21 938 A ( V0LLENBR0ICH DIRK DIPL 
ING ; VATER JOACHIM PRIV DOZ DR (DE)- 
PAULI) 19.Dezember 1996 
siehe Anspruche; Beispiele 



11 
11 
1 
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INTERNATIONALER jKCHERCHENBERICHT 

Angaben zu Veroffenttt ,gen, di^^^^en Paleniiamilre gehoren 



rcT/EP ? 



Aktenzeichen 

97/04353 



lm Recherchenbericht 
angefuhrtes Patentdokument 


Datum der 
Veroffentlichung 


Mitglied(er) der 
Paten tf ami lie 


Datum der 
Veroffentlichung 


WO 9532990 A 


07-12-95 


EP 0761682 A 


12-03-97 


uS 4841023 A 


20-06-89 


KEINE 




DE 19521938 A 


19-12-96 


KEINE 





Fomibtatt PCT/ISA/210 (Anhang Patentfamilie){Juti 1992} 
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VERTRAG U 
AL? 



R^DIE INTERNATIONALE ZUSAI\J^I 
JWEM GEBIET DES PATENTWESES^ 

PCT 

INTERN ATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regeln 43 und 44 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 

P28696PC-Zie 


WEITERES siehe Mitteilung uber die Ubermittlung des international en 

Recherchenberichts (Formblatt PCT/lSA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP 97/04353 


Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 

11/08/1997 


(Fruhestes) Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

12/08/1996 


Anmelder 

V0LLENBR0ICH, Dirk et al . 



Dieser internationale Recherchenbericht wurde von der International en Recherchenbeh6rde erstellt und wird dem Anmetder gemaB 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro ubermittelt. 



Dieser internationale Recherchenbericht umfaBt insgesamt , 3 



Blatter. 



[)(] Darliber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1 . Q Bestimmte Anspriiche haben stch als nichtrecherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 

2. Q Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung(siehe Feld II). 

3. pi In der internationalen Anmeldung ist ein Protokoll einer Nucleotid- u nd/oderAminosau res equenz often bart; die internationale 

Recherche wurde auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt, 

| | das zusammen mit der internationalen Anmeldung eingereicht wurde. 

| | das vom Anmelder getrennt von der internationalen Anmeldung vorgelegt wurde, 

| | dem jedoch keine Erklarung beigefiigt war, daB der Inhalt des Protokolls nicht uber den 

Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung in der eingereichten Fassung hinausgeht. 

| | das von der Internationalen Recherchenbehorde in die ordnungsgemaBe Form ubertragen wurde. 

4. Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

fy~| wird der vom Anmetder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
| | wurde der Wortlaut von der Be horde wie fotgt festgesetzt. 



5. Hinsichtlich der Zusammenfassung 

[Y1 wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

| | wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der Feld 111 angegebenen Fassung von dieser Behorde 

festgesetzt. Der Anmelder kann der Internationalen Recherchenbehorde innerhalb eines Monats nach 
dem Datum der Absendung dieses internationalen Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 



6. Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentlichen: 

Abb. Nr. Q wie vom Anmelder vorgeschlagen [x] keine der Abb. 



| | weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
| | weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 



Formblatt PCT/ISA;210 {Blatt 1) (Juli 1992) 



• 



mis 



(isi>r 0) 



INTERNATIONALER REGHERCHENBERICHT 



PCTJP97/04353 



A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 6 C07K7/06 



Nach dor Internationalen Patent klassifikation (IPK) Oder nach der nationalen Klassifikation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestpriifstoff (Klassifikationssystem und Klassifikationssymbole ) 

IPK 6 C07K 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff gehbrende Veroffentlichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der internationalen Recherche konsuitierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 



C. ALS WESENTUCH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie" 



Bezeichnung der Verbffentlichung, soweit erf orderlich unter Angabe der in Betrachtkommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



N. NARUSE ET AL. : "Pumi 1 aci di n , a Complex 

of new Antiviral Antibiotics" 

JOURNAL OF ANTIBIOTICS . , 

Bd. 43, Nr. 3, Marz 1990, TOKYO JP, 

Seiten 267-280, XP002049159 

in der Anmeldung erwahnt 

siehe Seite 274, Absatz 3 - Seite 275, 

Absatz 1; Abbi Idling 6; Tabellen 4,5 

-/~ 



1,3-6, 
9-12 



Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzungvon Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patentfamilie 



° Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen 

"A" Verbffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E" alteres Dokument, das jedoch erst am Oder nach dem internationalen 
Anmeldedatum veroffentiicht worden ist 

"L" Verbffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen, Oder durch die das Verbffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Verbffentlichung belegt werden 
soil oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

"O" Verbffentlichung, die sich auf eine miindliche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Aussteltung Oder andere MaRnahmen bezieht 
"P" Verbffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach 



"T" Spatere Verbffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
oder dem Prioritatsdatum veroffentiicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeiiegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

"X" Verbffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann ailein aufgrund dieser Verbffentlichung nicht als neu oder auf 
erfinde rise her Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

"Y" Verbffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Verbffentlichung miteiner oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 

"&" Verbffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der internationalen Recherche 

8.Dezember 1997 


Absendedatum des internationalen Recherchenberichts 

23/12/1997 


Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbehbrde 
Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 


Bevollmachtigter Bediensteter 

Fuhr, C 



Fomnblatt PCT/ISA/210 (Blatt 2) (Juli 1992) 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Inter 

PC 



|es Aktenzeichen 

97/04353 



C.<Fortsetzung) ALS WESENTL1CH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie" Bezeichnung der Verdffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



X 

P,X 
A 



P,A 



H. ITOKAWA ET AL.: "Structural and 
Conformational Studies of 'Ile7! and 
'Leu7! Surf actings from Bacillus subtil is 
natto" 

CHEMICAL AND PHARMACEUTICAL BULLETIN. , 

Bd. 42, Nr. 3, MaYz 1994, TOKYO JP, 

Seiten 604-607, XP002049160 

in der Anmeldung erwahnt 

siehe Seite 607, linke Spalte, Absatz 2; 

Abbildung 1 

WO 95 32990 A (NISSHIN FLOUR MILLING CO 

; HIRAM0T0 SHIGERU (JP); SAIT0 YUKIO (JP);) 

7.Dezember 1995 

-& EP 0 761 682 A 

siehe Anspruche; Beispiele 

B. HOROWITZ ET AL. : " Inacti vati on of 

Lipid-Enveloped Viruses in Labile Blood 

Derivatives by Unsaturated Fatty Acids" 

VOX SANGUINIS, 

Bd. 54, Nr. 1, 1988, 

Seiten 14-20, XP002049158 

siehe Seite 18, linke Spalte, Absatz 1 - 

Seite 19, linke Spalte, Absatz 1; Tabelle 

1 

US 4 841 023 A (HOROWITZ BERNARD) 20.Juni 
1989 

siehe Anspruche; Beispiele 

DE 195 21 938 A ( V0LLENBR0ICH DIRK DIPL 
ING ; VATER JOACHIM PRIV DOZ DR (DE); 
PAULI) 19.Dezember 1996 
siehe Anspruche; Beispiele 
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INTERNA^NAL SEARCH REPORT 

(rtform^^^Bi patent family members 


Intern^HM Application No 

PCl^F 97/04353 


Patent document 
cited in search report 


Publication 
date 


Patent family 
member(s) 


Publication 
date 



WO 9532990 A 
US 4841023 A 



07-12-95 
20-06-89 



EP 0761682 A 
NONE 



12-03-97 



DE 19521938 A 19-12-96 NONE 



Form PCT/ISA/210 (patent family annex) (July 1992) 



**** 

! 




LANK 



(USPTO) 



^TENT COOPERATION TREATY* 

PCT 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 

(PCT Article 36 and Rule 70) 



Applicant's or agent's file reference 
P28696PC-Zie 


FOR FTrRTHPU a mow See Notiricatio n °f Transmittal of International 
K A Preliminary Examination Report (Form PCT/IPEA/4 16) 


International application No. 

PCT/EP97/04353 


International filing date (day/month/year) 
11 August 1997 (11.08.1997) 


Priority date {day/month/year) 

12 August 1996 (12.08.1996) 


International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 
C07K 7/06 


Applicant 


VOLLENBROICH, Dirk 





1. This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining 
Authority and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



2. 



This REPORT consists of a total of 

□ 



. sheets, including this cover sheet. 



This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have 
been amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority 
(see Rule 70. 1 6 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist, of a total of 



sheets. 



3. This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability, 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

Certain observations on the international application 



[ 


LXJ 


n 


□ 


m 


□ 


IV 


□ 


V 


IE] 


VI 


□ 


vn 


□ 


vm 


□ 



Date of submission of the demand 

03 February 1998 (03.02.1998) 


Date of completion of this report 

14 May 1998 (14.05.1998) 


Name and mailing address of the FPEA/EP 
European Patent Office 
D-80298 Munich, Germany 

Facsimile No. 49-89-2399-4465 


Authorized officer 
Telephone No. 49-89-2399-0 



Form PCT/IPEA/409 (cover sheet) (January 1994) 



BLANK (uspio) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



Interl^Rnal application No. 

PCT/EP97/04353 



L Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of (Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments.): 

| | the international application as originally filed. 

the description, pages 1 ~ 32 , as originally filed, 

pages ; , filed with the demand, 

pages , filed with the letter of » 

pages , filed with the letter of ■ 



the claims, 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



1 - 12 



, as originally filed, 

, as amended under Article 1 9, 

, filed with the demand, 

, filed with the letter of 

, filed with the letter of 



| [ the drawings, sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig . 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

[ I the description, pages 

[ J the claims, Nos. 



( | the drawings, sheets/fig 



3 I 1 This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
— to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 

4. Additional observations, if necessary: 



Form PCT/IPEA/409 (Box I) (January 1994) 




WIS PAGE BUWK «,«„, 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 


Intem^^jl 

PCT/EP 


application No. 
97/04353 


V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 


1. Statement 

Novelty (N) 


Claims 


1-12 


YES 




Claims 






NO 


Inventive step (IS) 


Claims 


1-12 


YES 


Claims 






NO 


Industrial applicability (IA) 


Claims 


1-12 


YES 


Claims 






NO 


2. Citations and explanations 










The following 


documents are referred 


to: 






Dl: Journal 


of Antibiotics, Vol. 43 


No 


- 3, pp 


. 267-280 



(1990) 

D2: Chemical and Pharmaceutical Bulletin, Vol. 42 No. 3, 



. pp. 604-607 (1994) 
D3: WO-A-95/32990 and EP-A-0 761 682 ("P" document) 
D4: Vox Sanguinis, Vol. 54 No. 1, pp. 14-20 (1988) 
D5: US-A-4 841 023 

The application relates to antiviral lipopeptides and to a 
method for inactivating lipid-enveloped viruses using 
lipopeptides . 



Neither the method nor the claimed cyclic lipopeptides are 
known from the prior art. The subject matter of Claims 1-12 
is therefore novel in the sense defined by PCT Article 33(2). 

Documents Dl and D2 describe the antiviral behaviour of 
pumilacidins and [lie 7 ] and [Leu 7 ] surfactins against HSV 
and HI viruses. Document D3 discloses cyclic lipopeptides 
with different amino acid sequences, and furthermore 
contains no indication of the stereochemistry of the amino 
acids. Document D4 , which is considered to be the closest 



Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



Tntern^pTapplication No. 

PCT/EP 97/04353 



prior art/ discloses the inactivation of lipid-enveloped 
viruses in labile blood derivatives by unsaturated fatty 
acids (e.g. oleic acid, linolenic acid, linoleic acid, 
arachidonic acid) . Document D5 deals with the inactivation 
of viruses in labile protein-containing compositions using 
long-chain fatty acids (e.g. linoleic acid, arachidonic 
acid, elaidic acid, palmitic acid, etc.). 

The problem addressed by the present application can be 
considered to be that of providing further substances 
which are suitable as virus inactivating agents for labile 
products and which can be used in processes for 
accomplishing this purpose. 

The solution is in the form of cyclic lipopeptides of the 
general formula 

L-Glu — L-X — D-Leu 

I . 

D-Leu — L-Asp — L-Z (I) 

Although Dl and D2 suggest the antiviral effect of 
structurally similar substances belonging to the surfactin 
class, it is not obvious to a person skilled in the art that 
the claimed compounds can be used in the described manner as 
inactivating agents for a large number of lipid-enveloped 
viruses. The closest prior art does disclose the inactivating 
potential of long-chain fatty acids against lipid-enveloped 
viruses, but does not provide any indication that it might be 
possible to equip suitably structured lipopeptides with this 
potential . 

Hence all the claims can be considered to involve an 
inventive step (PCT Article 33(3)). 



Cio-12 CHCH 2 CO 

I 

0 — L-Y — 



Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 
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VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM 

GEBIET DES PATENTWESENS. : 



REC 



PCT _ wT jr° 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



1 8 MAY 1998 



PPT 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 
P28696PC-Zie 


uiriTCDce unDrcucw siehe Mitteitung fiber die Ubersendung des internationaJen 
WEITERES VORGEHEN vor) aufigen Priifungsberichts (Formblatt PCT/IPEA/41 6) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP97/04353 


Internationales Anmeldedatum (Tag/Monat/Jahr) 
11/08/1997 


Priority date (Tag/Monat/Jahr) 
12/08/1996 



C07K7/06 



Anmelder 

VOLLENBROICH, Dirk et al. 



1 . Dieser Internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der international vorlaufigen Prufung beauftragten 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaG Artikel 36 ubermittelt. 

2. Dieser BERICHT umfa&t insgesamt 4 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

□ AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handett es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen und/oder 
Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser Behorde 
vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.1 6 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT). 



Diese Anlagen umfassen insgesamt Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 

Grundlage des Berichts 
Prioritat 

Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 
Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

BegrOndete Feststellung nach Artikei 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und 
der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

Bestimmte angetuhrte Unterlagen 

Bestimmte MSngel der internationalen Anmeldung 

Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP97/04353 



I. Grundlage des Berichts 

1 . Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundlage (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine Aufforderung nach 
Artikel 14 bin vorgeiegt warden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich eingereicht" und sind ihm 
nicht beigefugt, weil sie kerne Anderungen enthaften.): 

Beschreibung, Seiten: 

1-32 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

1-12 ursprungliche Fassung 

2. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: u . f 

□ Zeichnungen, Blatt: 

3 □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 
angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde Qber den Offenbarungsgehatt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)): 

4. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



V. Bogrundeto Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 



1. Feststellung 
Neuheit (N) 

Erfinderische Tatigkeit (ET) 



Ja: Anspruche 1-12 
Nein: Anspruche 

Ja: Anspruche 1-12 
. Nein: Anspruche 



Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1 -1 2 

Nein: Anspruche 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 



Formblatt PCT/l PEA/409 (Fetder I- VIII. Blatt 1) (Januar 1994) 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP97/04353 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Es wird auf die folgenden Dokumente verwiesen: 

D1 : J. Antibiot. 43(3):267-280(1 990) 

D2: Chem. Pharm. Bull. 42(3):604-607(1 994) 

D3: WO-A-95/32990 & EP-A-761 682 (P-Dokument) 

D4: Vox Sang. 54(1): 14-20(1 988) 

D5: US-A-4,841,023 

1. Punkt V : 

Die vorliegende Anmeldung bezieht sich auf antivirale Lipopeptide sowie ein 
Verfahren zur Inaktivierung von lipidumhullten Viren mittels Lipopeptiden. 

Sowohl das Verfahren als auch die beanspruchten zyklischen Lipopeptide sind 
aus dem Stand der Technik nicht bekannt. Daher ist der Gegenstand der 
vorliegenden Anspriiche 1-12 als neu im Sinne des Artikels 33(2) PCT anzu- 
sehen. 

D1 und D2 beschreiben die antivirale Aktivitat von Pumilacidinen bzw. [lie 7 ]- und 
[Leu 7 ]-Surfactinen gegenuber HSV bzw. Hl-Viren. D3 offenbart zyklische 
Lipopeptide mit unterschiedlicher Aminosauresequenz. AuBerdem sind keinerlei 
Hinweise auf die Stereochemie der Aminosauren vorhanden. D4, welches als 
nachstliegender Stand der Technik angesehen wird, offenbart die Inaktivierung 
von lipidumhullten Viren in empfindlichen Blutderivaten durch ungesattigte 
Fettsauren (z.B. Olsaure, Linolensaure, Linolsaure, Arachidon-saure). D5 
behandelt die Inaktivierung von Viren in labilen, proteinhaltigen Zusammen- 
setzungen mittels langkettiger Fettsauren (z.B. Linolsaure, Arachidonsaure, 
Elaidinsaure, Palmitinsaure etc.). 

Das der vorliegende Anmeldung zugrunde liegende Problem kann darin gesehen 
werden, weitere Substanzen zur Verfugung zu stellen, die als virusinaktivierendes 
Agens fur empfindliche Produkte geeignet sind und in entsprechenden Verfahren 
zum Einsatz kommen. 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 1) (EPA- April 1997) 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP97/04353 
PRUFUNGSBER1CHT- BEIBLATT 



Die Losung sine! zyklische Lipopeptide der allgemeinen Formel 
C 1012 -CHCH 2 CO-L-Glu-L-X-D-Leu-L-Y-D-Leu-L-Asp-L-Z 

O- 0) 



Obwohl aus D1 und D2 die antivirale Wirkung von strukturell ahnlichen 
Substanzen aus der Klasser der Surfactine hervorgeht, ist es fur den Fachmann 
nicht ersichtlich, daG die beanspruchten Verbindungen sich in der beschriebenen 
Weise als Inaktivierungsmittel fur eine Vielzahl von Viren mit Lipidhuilen eignen. 
Der nachstiiegende Stand der Technik offenbart zwar die Inaktivierungspotenz 
langkettiger Fettsauren gegenuber Viren mit Lipidhtille, gibt jedoch keinen 
Hinweis, da(3 diese Potenz auch auf entsprechend strukturierte Lipopeptide 
ubertragbar ware. 

Damit sind alle Anspruche als erfinderisch gegenuber dem Stand der Technik 
anzusehen (Artikel 33(3) PCT). 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 2) (EPA- April 1997) 
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